THE EFFECT OF SELENIUM ON THE ANTIOXIDANT RESPONSE OF WHEAT SEEDLINGS TREATED WITH CADMIUM by Dragičević, Gabrijela
  
 
               SVEUČILIŠTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU 
   ODJEL ZA BIOLOGIJU 




                     
                 Dragičević Gabrijela 
 
UTJECAJ SELENA NA ANTIOKSIDACIJSKI ODGOVOR KLIJANACA 













TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA 
Sveučilište Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku                          Diplomski rad 
Odjel za biologiju 
Diplomski sveučilišni studij Biologija; smjer: znanstveni 
    
Znanstveno područje: Prirodne znanosti 
Znanstveno polje: Biologija 
 
 
     UTJECAJ SELENA NA ANTIOKSIDACIJSKI ODGOVOR KLIJANACA 
PŠENICE TRETIRANIH KADMIJEM 
Gabrijela Dragičević 
Rad je izraĎen: Laboratorij za biokemiju, Odjel za biologiju, Sveučilište Josipa Jurja Strosmayera u Osijeku 
 
Mentor: dr. sc. Ivna Štolfa, docent 
Neposredni voditelj: dr.sc. Rosemary Vuković, viši asistent 
 
Kratak saţetak diplomskog rada 
 
Akumulacija kadmija u biljkama uzrokuje različite fiziološke, biokemijske i strukturalne promjene. Selen 
je mikronutrijent koji u niskim koncentracijama djeluje pozitivno na poboljšanje rasta i povećava 
antioksidacijsku sposobnost biljke tijekom izlaganja različitim vrstama okolišnog stresa. Glavni cilj ovog 
istraţivanja bio je utvrditi kako obogaćivanje sjemenki selenom utječe na antioksidacijski odgovor u 
korijenu i izdancima klijanaca dvije sorte pšenice (Divana i Srpanjka) tretiranih različitim 
koncentracijama kadmija. Pozitivan učinak obogaćivanja sjemenki selenom na ukupnu masu klijanaca i 
enzime askorbat-glutationskog ciklusa u klijancima tretiranim kadmijem bio je sortno-specifičan.  
Obogaćivanje sjemenki selenom značajno je povećalo aktivnosti katalaze u korijenu klijanaca obje sorte 
pšenice tretiranih najvećom koncentracijom kadmija. S obzirom da je aktivnost katalaze biološki  
pokazatelj otpornosti pšenice na toksičan učinak kadmija, obogaćivanje sjemenki pšenice selenom moţe se 
primijeniti kao uspješna metoda povećanja otpornosti pšenice na oksidacijski stres uzrokovan kadmijem.  
 
Broj stranica: 60 
Broj slika: 12 
Broja tablica: 3 
Broj literaturnih navoda: 190 
Jezik izvornika: Hrvatski 
 
Ključne riječi: selen, kadmij, Triticum aestivum, antioksidacijski odgovor 
 
Datum obrane: 25.09.2015. 
 
Stručno povjerenstvo za obranu: 
1. Dr.sc. Ljiljana Krstin, docent, predsjednica 
2. Dr.sc. Ivna Štolfa, docent, mentor, član 
3. Dr.sc. Janja Horvatić, izvanredni profesor, član 
 
Rad je pohranjen u: knjiţnici Odjela za biologiju Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku i u 







BASIC DOCUMENTATION CARD 
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek                           Master Thesis 
Department of Biology 
Graduate university study programme in Biology 
    
Scientific Area: Natural science    
Scientific Field: Biology 
 
      THE EFFECT OF SELENIUM ON THE ANTIOXIDANT RESPONSE OF 
WHEAT SEEDLINGS TREATED WITH CADMIUM 
Gabrijela Dragičević 
Thesis performed at: Laboratory of Biochemistry, Department of Biology, Josip Juraj Strossmayer University 
of Osijek 
      
Supervisor: Ph. D. Ivna Štolfa, Assistant Professor 
Assistant in charge: Ph. D. Rosemary Vuković, Assistant 
 
Short abstract  
The accumulation of cadmium in plants cause a variety of physiological, biochemical and structural 
changes. Selenium is a micronutrient that in low concentrations has a positive effect on improving growth 
and antioxidant capacity of plants exposed to different types of environmental stress. The aim of this 
study was to determine how the enrichment of seeds with selenium affects the antioxidant response in the 
roots and shoots of two varieties of wheat (Divana and Srpanjka) seedlings treated with different 
concentrations of cadmium. The positive effect of selenium enrichment of seeds on the the total weight of 
seedlings and enzymes of ascorbate-glutathione cycle in seedlings treated with cadmium was cultivar-
dependent. Enrichment of seeds with selenium significantly increased catalase activity in the roots of both 
wheat cultivars treated with the highest concentration of cadmium. The activity of catalase is a biological 
indicator of wheat resistance to cadmium toxic effects, so selenium enrichment of wheat seeds can be used 
as a successful method of increasing wheat resistance to oxidative stress caused by cadmium. 
 
Number of pages: 6 0  
Number of figures: 12   
Number of tables: 3  
Number of references: 1 9 0  
Original in: Croatian 
 
Key words: selenium, cadmium, Triticum aestivum, antioxidative response 
                                                                           
Date of the thesis defence: 25.09.2015. 
 
Reviewers : 
1. Ph. D. Ljiljana Krstin, Assistant Professor  
2. Ph. D. Ivna Štolfa, Assistant Professor 
3. Ph. D. Janja Horvatić, Associate Professor 
 
Thesis deposited in: Library of Department of  Biology, University of J.J. Strossmayer Osijek and in National 
university library in Zagreb in elektronic form. It is also disposable on the web site of Departmetnt of Biology, 





















Doc.dr.sc. Ivni Štolfa zahvaljujem na stručnom vodstvu, savjetima, uputama, 
ispravcima,beskonačnom stpljenju i velikoj pomoći tijekom pisanja rada. Uz svu 
profesionalnost i stručnost u našoj suradnji, najdublju zahvalnost osjećam prema Vašem 
razumijevanju i prijateljskom odnosu. 
 
Zahvaljujem se na razumijevanju svim članovima Laboratorija za biokemiju, Odjela za 
biologiju, Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, a posebno i veliko hvala dr.sc. 
Rosemary Vuković na susretljivosti, savjetima te nesebičnoj i velikoj pomoći tijekom  
eksperimentalnog dijela rada. 
 
Od srca hvala mojoj obitelji na strpljenju i neizmjernoj podršci tijekom studiranja i izrade 
ovog rada. 
 
Veliko hvala dragim prijateljima na pomoći proteklih godina i nezaboravnim studentskim 





1. UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1. Selen ............................................................................................................................ 2 
1.2. Kadmij ......................................................................................................................... 4 
1.2.1. Toksičnost kadmija ............................................................................................................... 5 
1.2.2. Mehanizmi akumulacije i detoksifikacije kadmija ............................................................... 6 
1.2.3. Oksidacijski stres uzrokovan kadmijem ............................................................................... 7 
1.3. Antioksidacijski enzimi ............................................................................................... 7 
1.3.1. Askorbat-peroksidaza ........................................................................................................... 8 
1.3.2. Glutation-reduktaza .............................................................................................................. 9 
1.3.3. Katalaza .............................................................................................................................. 10 
1.3.4. Glutation S-transferaza ........................................................................................................11 
1.4. Utjecaj makro i mikronutrijenata na toksično djelovanje kadmija ............................ 12 
1.5. Cilj rada ..................................................................................................................... 16 
2. MATERIJALI I METODE ........................................................................................... 17 
2.1. Materijali ................................................................................................................... 18 
2.1.1. Priprema i sterilizacija sjemenki: ........................................................................................ 18 
2.2. Metode rada: .............................................................................................................. 18 
2.2.1. Priprema enzimskih ekstrakata ........................................................................................... 19 
2.2.2. OdreĎivanje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze (EC 1.11.1.11) ................................ 19 
2.2.3. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze (EC 1.6.4.2) ....................................... 19 
2.2.4. OdreĎivanje aktivnosti enzima katalaze (EC 1.11.16) ........................................................ 20 
2.2.5. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) ............................... 20 
2.3. Statistička obrada podataka ....................................................................................... 20 
3. REZULTATI ................................................................................................................... 21 
3.1. Klijavosti i mase klijanaca ......................................................................................... 22 
3.1.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selenom na klijavost različitih sorti ozime pšenice tretiranih 
otopinama različitih koncentracija kadmija .................................................................................. 22 
3.1.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na ukupnu masu klijanaca različitih sorti ozime 
pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija ..................................................... 22 
3.2. Ukupna aktivnost enzima askorbat-peroksidaze ....................................................... 23 
  
 
3.2.1 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima askorbat-peroksidaze u izdanku 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija .... 23 
3.2.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima askorbat-peroksidaze u korijenu 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija .... 24 
3.3. Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze .......................................................... 25 
3.3.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation-reduktaze u izdanku 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija .... 25 
3.3.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation-reduktaza u korijenu 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija .... 26 
3.4.  Ukupna aktivnost enzima katalaze ............................................................................... 27 
3.4.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima katalaze u izdanku klijanaca 
različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija ................... 27 
3.4.2 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima katalaze u korijenu klijanaca 
različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija ................... 28 
3.5. Ukupna aktivnost enzima glutation S-transferaze ......................................................... 29 
3.5.1 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation S-transferaze u 
izdanku klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija 
kadmija ......................................................................................................................................... 29 
3.5.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation S-transferaze u 
korijenu klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija 
kadmija ......................................................................................................................................... 30 
4. RASPRAVA ..................................................................................................................... 32 
5. GLAVNI REZULTATI I ZAKLJUČCI ........................................................................ 39 










































Elementarni Se je netopljiv i veoma stabilan. U reducirajućim uvjetima stvara se iz 
selenita i selenata. U nekim tlima, oba kemijska oblika mogu biti nedostupna biljakama. Selen 
moţe reagirati s metalima i dati im jedan elektron čime se stvara ionska komponenta koja 
sadrţi selenidni ion (Se2-). Metalni selenidi su široko rasprostranjeni u prirodi i najčešći su 
mineralni oblik selena. Nedostatak Se u tlu moţe se nadoknaditi dodatkom Se fertilizatorima 
ili direktnim apliciranjem Se u tlo. Udio Se u odreĎenoj vrsti tla je odreĎen uglavnom 
geokemijskim faktorima, osobito prirodom matične stijene, procjednosti tla i površinskim 
vodama te klimatskim elementima. Najvaţniji izvor Se u mnogim tlima predstavljaju seleniti. 
U kiselim uvjetima seleniti se veţu snaţno za čestice gline i komplekse ţeljeza (Fe), što bitno 
smanjuje njihovu dostupnost biljkama (Reilly, 2006). U biljke, Se se unosi na dva načina, kao 
selenat ( SeO4
2-
) i selenit (SeO3
2-
). Pretpostavka je kako se nakon unosa prenosi u kloroplaste 
putem prijenosnika za sulfate, metabolizira na isti način kao i sulfati, te se reducira i ugraĎuje 
u organske komponente (Ellis i Salt, 2003; Tamaoki i sur., 2008). Arvy (1993) postavlja 
hipotezu kako se seleniti u biljku unose putem pasivne difuzije, dok Li i suradnici (2008) 
pretpostavlja kako je unos selenita povezan s transportom fosfata. Zbog svoje kemijske 
sličnosti sa suporom (S), Se u biljkama se apsorbira i metabolizira istim putem kao S te dolazi 
do inkorporacije u molekule i specifične zamjene cisteina za Se-cistein i metionina za Se-
metionin (Sors i sur., 2005; Gratão i sur., 2005).  
Većina biljaka nije sposobna tolerirati veće koncentracije Se, te se javlja potreba za 
akumuliranjem Se kod viših biljaka prekomjernom ekspresijom ključnih enzima uključenih u 
metabolizam Se i S (Van Huysen i sur., 2004; Van Hoewyk i sur., 2005). Selen je esencijalan 
element za ljude, ţivotinje, bakterije i zelenu algu Chlamydomonas reinhardtii, jer je 
strukturna komponenta odreĎenih selenoproteina i seleno-tRNA-za, dok se Se ne smatra 
esencijalnim elementom za biljke (Hartikainen, 2005). Sastavni je dio selenoenzima kao što je 
glutation-peroksidaza (GSH-Px), tioredoksin-reduktaza (TR), proteina uključenih u transport 
Se (selenoprotein P) i još uvijek nedovoljno istraţenih proteina koji su uključeni u 
odraţavanje redoks potencijala stanice (Rayman, 2000; Kryukov i sur., 2003). Selenoproteini 
sadrţe SeCys u aktivnom mjestu te često posjeduju redoks funkciju što im omogućava 
hvatanje slobodnih radikala koji u suvišku uzrokuju oksidacijski stres. Kod viših biljaka nisu 
pronaĎene umetnute SeCys sekvence, nego su pronaĎeni biljni homolozi selenoproteina 
(glutation-peroksidaza) koji sadrţe Cys umjesto SeCys u aktivnom mjestu. Aminokiseline 
koje sadrţe Se nisu pronaĎene kod viših biljaka, iako su pristune kod nekih algi (Lobanov i 
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sur., 2007) . 
Kod biljaka, Se u niskim koncentracijama djeluje pozitivno na poboljšanje rasta, 
povećava antioksidacijsku aktivnost, smanjuje nastanak reaktivnih kisikovih jedinki (eng. 
Reactive Oxygen Species - ROS) i peroksidaciju lipida, djeluje pozitivno na akumulaciju 
škroba i šećera, odgaĎa senescenciju i poboljšava rast starijih sjemenki (Xue i sur., 2001; 
Hartikainen i sur., 2000; Turakainen i sur., 2004). Stimulirajući utjecaj folijarne primjene Se 
na prinos utvrĎen je kod plodova bundeve u biljaka dodatno izloţenih štetnom djelovanju UV 
svjetlosti (Germ i sur., 2005). Slični rezultati pozitivnog učinka djelovanja Se na prinos 
utvrĎeni su kod salate (Xue i sur., 2001) gdje Se dodatno odrţava razinu tokoferola i 
povećava aktivnost antioksidacijskog enzima superoksid-dismutaze, dok je u istraţivanju na 
krumpiru zabiljeţena veća koncentracija škroba kod mladih biljaka koje su tretirane Se i 
dokazana uloga Se kod usporavanja starenja gomolja i korijena (Turakainen i sur., 2004). 
Hartikainen i sur. (2000) utvrdili su pozitivni učinak Se na prinos kod ljulja, kao i na 
smanjenje lipidne peroksidacije i povećanje aktivnosti antioksidacijskog enzima glutation-
peroksidaze. Zahedi i suradnici (2009) i Pazoki i suradnici (2010) utvrdili su da folijarna 
primjena Se poboljšava prinos uljane repice izloţene sušnom stresu. Se interferira s 
primanjem teških metala u biljku kao što su arsen, ţiva i olovo te na taj način smanjuje 
njihovu toksičnost (Ebbs i sur., 2001; He i sur., 2004; Yathavakilla i sur., 2007). TakoĎer, Se 
ima ulogu u zaštiti biljaka od biotičkog stresa uslijed djelovanja širokog spektra biljojeda i 
gljivičnih infekcija (Quinn i sur., 2007). Dokazano je kako tretmani Se reguliraju stvaranje 
jasmonske kiseline i etilena u biljkama, kao i proizvodnju proteina uključenih u obranu i 
regulaciju unosa sulfata i selenata (Tamaoki i sur., 2008). 
Se je u višim koncentracijama toksičan za biljke i ostale organizme. Istraţivanja na 
ljulju  (Lolium perenne) pokazuju da se Se ponaša kao prooksidans u koncentracijama ≥ 10 
mg Se kg 
-1
 značajno inhibirajući klijavost sjemenki, povećavajući peroksidaciju lipida i 
dehidraciju izdanaka te smanjujući aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) (Hartikainen i sur., 
2000). Smanjenje aktivnosti SOD i koncentracije tokoferola uslijed tretmana povišenim 
koncentracijama Se u listovima salate (Lactuca sativa)  utvrdili su Xue i suradnici (2001).   
Se je vaţna komponenta funkcionalne hrane. U mnogim dijelovima svijeta, nedostatak 
Se u ljudskoj prehrani povezuje se s povećanim rizikom od virusnih oboljenja i bolesti 
krvoţilnog sustava (Beck i sur., 2003). Razlog tomu je velika količina obradivih površina s 
niskim koncentracijama Se što posljedično dovodi do smanjenog unosa Se u ljudski 
organizam (Combs, 2001). Agronomska biofortifikacija ţitarica Se dokazano povećava unos 
Se u ljudski organizam i obogaćuje ljudsku ishranu (Hartikainen, 2005). Raspon koncentracija 
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od nedostatka do toksičnosti Se je relativno malen, te se u slučaju biofortifikacije trebaju 
paţljivo pratiti količine Se u konačnom proizvodu kako bi se izbjegla njegova toksičnost 




Kadmij (Cd) je neesencijalni element koji ima negativan učinak na rast i razvoj 
biljaka. Uobičajeno se pojavljuje u malim koncentracijama u tlu (Wagner, 1993). U tlo Cd 
dolazi uglavnom iz antropogenih izvora: utjecaj industrije, urbani otpad, rudnici, baterije koje 
sadrţavaju Cd, tretmani biljaka i poljoprivredni fungicidi (Moradi i sur., 2005). Prepoznat je 
kao značajan polutant zbog svoje toksičnosti i velike topljvosti u vodi (Gallego i sur., 2012). 
Tla u kojima koncentracija Cd varira od 0,32 do 1 mM nazivaju se zagaĎenima (Sanita di 
Toppi i Gabbrielli, 1999). Cd iz okoliša moţe se uklopiti u biološke strukture i postati znatan 
ekološki problem.  
Glavni put kojim teški metali ulaze u biljke je korijenov sustav (Hentz i sur., 2012) 
(Slika 1). Zbog svoje velike mobilnosti i topljivosti u vodi Cd brzo ulazi u korijen, dolazi do 
ksilema apoplastnim i /ili simplastnim putem, uglavnom u kompleksu s organskim kiselinama 
ili fitokelatinima (DalCorso i sur., 2008). Unatoč različitoj mobilnosti iona metala u biljkama, 
udio metala je u pravilu veći u korijenu nego u tkivima iznad zemlje (Ramos i sur., 2002; 
Harris i Taylor, 2001). Udio Cd u biljkama smanjuje se navedenim redom: korijen > stabljika 
> listovi > plod > sjemenka (Blum, 1997). Stupanj do kojega su biljke sposobne unijeti Cd 
ovisi o njegovoj koncentraciji u tlu i biodostupnosti. Biodostupnost Cd modelirana je 
prisutnošću organskih tvari, pH, redoks potencijalom, temperaturom i koncentracijom ostalih 
elemenata kao što su kalcij, cink i ţeljezo u tlu (Benavides i sur., 2005). Unos Cd iona je u 
kompeticiji s istim transmembranskim prijenosnikom nutrijenata kao što su kalij (K), kalcij 
(Ca), magnezij (Mg), ţeljezo (Fe), mangan (Mn), bakar (Cu), cink (Zn) i nikal (Ni) (Herren i 
Feller, 1997). Diatloff i suradnici (2006) su utvrdili kako kationski prijenosnik LCT1, koji je 
zasluţan za prijenos Ca u pšenici, takoĎer sudjeluje u prijenosu Cd kod vrste Pichia pastoris. 
Lee i sur. (2003) su povezali gen ZntA kod uročnjaka, koji ima ulogu kod transporta Zn s 






Slika 1. Pregled apsorpcije, prijenosa, akumulacije i detoksifikacije Cd u biljci. Preuzeto i 
modificirano prema Nazar i sur. (2012). 
 
1.2.1. Toksičnost kadmija 
 
Akumulacija Cd u biljkama uzrokuje različite fiziološke, biokemijske i strukturalne 
promjene (Khan i sur., 2006). Simptomi toksičnosti Cd su otpadanje listova, kloroza, 
poremećaj unosa vode i zatvaranja puči (Watanabe i Suzuku 2002; Lin i sur., 2007). Kloroza 
moţe biti znak nedostatka Fe, nedostatka fosfora ili smanjenja transporta Mn (Haghiri, 1973). 
Općenito, dokazano je da Cd interferira s unosom i transportom nekoliko elemenata  kao što 
su Ca, Mg, P i K te utječe na vodeni status u biljkama (Das i sur., 1997).  Na staničnoj razini, 
Cd oštećuje fotosintetski aparat, osobito fotosustav II, te uzrokuje smanjenje sadrţaja klorofila 
i karotenoida (DalCorso i sur. 2010; Mobin i Khan, 2007; Shi i sur., 2010) te takoĎer moţe 
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uzrokovati poremećaj u metabolizmu biljnih hormona (Pasternak i sur., 2005). Teški metali 
mogu uzrokovati oksidaciju i povezivanje tiolnih skupina u proteinima, inhibiciju 
membranskih proteina kao što je H+-ATPaza ili promjenu fluidnosti staničnih lipida (Meharg, 
1993). Kadmij značajno djeluje na sastav lipida u biomembranama (Hernández i Cooke, 
1997) te takoĎer smanjuje aktivnost ATP-aze u staničnoj membrani pšenice i suncokreta 
(Fodor i sur., 1995). 
 
1.2.2. Mehanizmi akumulacije i detoksifikacije kadmija 
 
Akumulacija metala u biljci ovisna je o kapacitetu unosa metala u biljku i količini 
veznih mjesta unutar stanica. Na akumulaciju metala utječe koncentracija i afinitet kelirajućih 
molekula te prisutnost i selektivnost transportnih mehanizama (Clemens i sur., 2002). Prva 
barijera za ulaz Cd je u području korijena gdje se Cd imobilizira u staničnoj stijenci 
(Nishizono i sur., 1989) i izvanstaničnom matriksu (Verkleij i Schat, 1990; Wagner, 1993). 
Kadmij se moţe vezati za pektine i histidilne skupine u staničnoj stijenci (Leita i sur., 1996) 
ili akumulirati u vakuoli (Blaudez i sur., 2000). Učinkovitost navedenih mehanizama 
smanjivanja toksičnosti Cd varira ovisno o koncentraciji Cd u mediju, vrsti biljke i vremenu 
izlaganja (Sanitá di Toppi i Gabrielli, 1999). 
Keliranje je jedan od najvaţnijih mehanizama detoksifikacije teških metala u biljkama, 
ali i drugim organizmima. Keliranje obuvaća vezanje metala za ligand te u konačnici 
odlaganje kompleksa metal-ligand u vakuolu što sprječava slobodnu cirkulaciju metalnih iona 
u citosolu (Sanitá di Toppi i Gabrielli, 1999),  a sam proces uključuje ABC prijenosnike (Hall, 
2002). Ligandi koji veţu metale su organske kiseline, aminokiseline, peptidi i polipeptidi. 
Polipetidi koji su uključeni u keliranje i vezanje teških metala su mali polipetidi, bogati 
cisteinom, koji se nazivaju metalotioneini (MTs) te fitokelatini (PCs) koji su takoĎer bogati 
cisteinskim ostacima, ali se za razliku od MTs sintetiziraju enzimatski (Rauser, 1999). 
Metalotioneini su prvi otkriveni Cd-vezujući proteini, a otkriveni su u tkivu sisavaca (Cobbett 
i Goldsbrough, 2002). Prvotno se smatralo kako su PCs ekvivalent MTs u biljkama, ali 
daljnjim strukturnim analizama dokazano je da biljke sadrţe oba metal-vezujuća liganda koji 
imaju različite neovisne funkcije u detoksifikaciji metala (Cobbett i Goldsbrough, 2002). 
Supstrat za sintezu PCs je glutation (GSH), a glavni enzim je fitokelatin-sintaza koja se 
aktivira u prisutnosti teških metala, osobito Cd, Ag, Cu, Hg, Zn, Sn i As (Cobbett, 2000; 
Cobbett i Goldsbrough 2002).  
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1.2.3. Oksidacijski stres uzrokovan kadmijem 
 
Prema Hossain-u i suradnicima (2012), toksičnost teških metala očituje se se 
stimulacijom prekomjernog stvaranja ROS-a i metilglioksala (MG) autooksidacijom i 
Fentonovom reakcijom ili modifikacijom antioksidacijskog i glioksilatnog sustava. Uslijed 
vezanja teških metala za tiolne, histidilne i karboksilne skupine proteina moţe doći do 
inaktivacije i/ili oštećenja strukture enzima. Kadmij pokazuje tri puta jači afinitet za tiolne 
skupine od bakra te se stoga veţe za strukturalne proteine i enzime koji sadrţe takve skupine 
smanjujući njihovu katalitičku aktivnost (Furini, 2012 ; Hall, 2002). OdreĎeni teški metali, 
npr. Cu i Fe mogu biti toksični zbog sudjelovanja u redoks reakcijama kao što su Fenton-ova i 
Haber-Weiss-ova reakcija. Suprotno, Cd je nereducirajući metal koji nije sposoban izvršiti 
reakciju prijenosa elektrona i ne sudjeluje direktno u sintezi ROS-a, ali izaziva oksidacijski 
stres modifikacijom antioksidacijskog odgovora (Benavides i sur., 2005; Gratão i sur., 2005). 
Izlaganje Cd uzrokuje brzu akumulaciju peroksida i trošenje glutationa (GSH) te vodi prema 
redoks neravnoteţi (Gill i Tuteja, 2011). Manje količine ROS-a neophodne su u mnogim 
biokemijskim procesima uključujući i unutarstaničnu signalizaciju pri diferencijaciji i 
apoptozi stanica, te obrani od mikroorganizama (Ghosh i Myers, 1998). Velike količine ROS-
a i/ili neučinkovit antioksidacijski obrambeni sustav rezultira pojavom oksidacijskog stresa. 
Oksidacijski stres se definira kao pomak ravnoteţe u staničnim oksidacijsko-redukcijskim 
reakcijama u smjeru oksidacije što u konačnici moţe dovesti do oštećenja staničnih struktura 
(Kawanishi i sur., 2001).  
 
1.3. Antioksidacijski enzimi 
 
Prvi proces u obrani stanica od oksidacijskog stresa je sprječavanje njegovog nastanka, 
drugi predstavljaju detoksifikacijski mehanizmi koji uklanjaju ROS i treći je  popravak 
oštećenih makromolekula. Povećane koncentracije ROS-a aktiviraju antioksidacijske enzime 
kao što su superoksid-dismutaza (SOD), askorbat-peroksidaza (APX), glutation-peroksidaza 
(GPX), katalaza (CAT), monodehidroaskorbat-reduktaza (MDAR), i uzrokuju akumulaciju 
neenzimatskih antioksidanasa kao što su glutation, tokoferol, akorbat, fenoli, flavonoidi i 





1.3.1. Askorbat-peroksidaza  
 
Askorbat-peroksidaza (APX) je intracelularna peroksidaza koja pripada 
peroksidazama razreda I koje posjeduju hem skupinu u aktivnom centru (Welinder, 1992). 
Uloga APX-a je uklanjanje viška H2O2, organskih hidroperoksida i lipidnih peroksida u 
biljnim stanicama prema slijedećoj jednadţbi:  
 
H2O2 + 2 askorbat (AA)            2H2O + 2 monodehidroaskorbat  (MDHA) 
 
Porodica APX-a sastoji se od 5 izoformi, koje se razlikuju u slijedu aminokiselina i 
smještaju unutar stanice (citosolna, mitohondrijska, peroksisomna i kloroplastna). Kloroplaste 
izoforme mogu biti stromalne (topljive) i tilakoidne (tAPX) (Das i Raychaodhury, 2014). 
Barem jedna polovica APX-a u kloroplastima je tAPX, ali je udio tilakoidnih i stromalnih 
izoformi promjenjiv  ovisno o vrsti biljke i starosti lista. APX za razliku od enzima katalaze  
ima velik afinitet za H2O2 (Asada, 1999).   
APX detoksificira H2O2 kroz askorbat-glutationski ciklus (AsA-GSH) (Slika 2) pri 
čemu APX koristi askorbat kao elektron donor (del Río i sur., 2006). U AsA-GSH  ciklusu, 
APX katalizira redukciju H2O2 u H2O, oksidirajući askorbat (AA) u monodehidroaskorbat 
(MDA). Nastali MDA moţe se direktno reducirati natrag u AsA-GSH ciklus enzimom 
monodehidroaskorbat-reduktaza (MDHAR) ili se prvo konvertira u dehidroaskorbat (DHA), a 
zatim reducira dehidroaskorbat-reduktazom (Ahmad i Prasad, 2012). AsA-GSH je vaţan 
obrambeni mehanizam koji ima vaţnu ulogu u sprečavanju oksidacijskog stresa uslijed 
štetnog djelovanja Cd (Cuypers i sur., 2010). Brojna istraţivanja pokazala su promjene 
aktivnosti APX-a tijekom izlaganja Cd koja uključuju povećanje ili smanjenje aktivnosti te 
bifazni odgovor kod kojeg se aktivnost prvo povećava, a zatim smanjuje pri čemu sam 








Slika 2. Shema askorbat - glutationskog ciklusa u biljkama, kojeg nalazimo u citosolu, kloroplastima i 
mitohondrijama i peroksisomima. Glavnu ulogu imaju enzimi APX i GR: glutation-reduktaza. ASC: 
askorbat; GSH: reducirani glutation; GSSG: oksidirani glutation; DHA: dehidroaskorbat; MDHA: 




Glutation-reduktaza (GR) je flavoenzim iz skupine oksidoreduktaza. Enzim je 
funkcionalan jedino kao homodimer koji pomaţe u odrţavanju reducirane sredine unutar 
stanice odrţavajući visok razinu reduciranog glutationa (GSH), a nisku oksidiranog (GSSG) 
(Slika 3). 
 






Različite izoforme GR pronaĎene su u citosolu, matriksu mitohondrija i kloroplastima 
(Deponte, 2013; Romero-Puertas i sur., 2007).). Kloroplastni izoenzimi odgovorni su za 
gotovo 80% aktivnosti GR-a u listovima čime se osigurava visok omjer GSH/GSSG, 
neophodan u zaštiti fotosintetskih enzima od oksidacijskih oštećenja (Halliwell i Foyer, 
1978). GR osigurava dovoljnu količinu reduciranog GSH za normalno funkcioniranje 
askorbat-glutationskog ciklusa (Foyer i Halliwell, 1976). Cd smanjuje količinu GSH i veţe se 
za tiolne skupine GR-a (Creissen i Mullineaux, 1995). Utjecaj Cd na aktivnost GR 
prvenstveno ovisi i biljnoj vrsti, organu i duţini izlaganja i koncentraciji Cd što pokazuju i 





Slika 3.  Molekula vodikovog peroksida reducira se pomoću dvije molekule vode, dok se dvije 
molekule glutationa  (GSH) oksidiraju u reakciji kataliziranoj selenoenzimom, glutation-peroksidazom 
(GPX). Oksidirani glutation (GSSG) se zatim reducira FAD ovisnim enzimom, glutation-reduktazom 




Katalaza (CAT) je enzim koji sadrţi hem skupinu i sluţi za zaštitu stanica od toksičnih 
učinaka vodikovog peroksida, katalizirajući njegovu razgradnju u molekularni kisik i vodu 
bez nastajanja slobodnih radikala (Mittler, 2002):  
 
2H2O2             2H2O + O2 
 
U usporedbi s ostalim peroksidazama ima znatno manji afinitet za H2O2 jer je za 
učinkovito odvijanje reakcija potrebno simultano vezanje dvije molekule H2O2 u aktivno 
mjesto enzima (Willekens i sur., 1995). U biljnoj stanici CAT je prisutna prvenstveno u 
peroksisomima i glioksisomima gdje odrţava redoks ravnoteţu. Peroksisomi su izvor 
stvaranja H2O2 u procesu beta-oksidacije masnih kiselina i fotorespiracije (Das i 
Roychoudhury, 2014; Corpas, 2001). Prisutnost CAT u kloroplastima još nije utvrĎena, a 
H2O2 nastao u kloroplastima uklanja se putem askorbat-glutation ciklusa (Foyer i Noctor, 
2003). Kadmij različito utječe na aktivnost CAT, što je ovisno o koncentraciji kojoj je biljka 




1.3.4. Glutation S-transferaza 
 
Glutation S-transferaze (GST)  su velika porodica enzima koja katalizira konjugaciju 
elektrofilnih ksenobiotika s tripeptidom glutationom (Dixon i sur., 2010). GST katalizira 
uklanjanje lipidnih peroksida, metilglioksala i herbicida pomoću GSH ili konjugacijom GSH 
sa širokim krugom elektrofilnih metabolita ksenobiotika. Nastali konjugati se kasnije 
transportiraju u vakuolu (Coleman i sur., 1997; Moons, 2005).  Zajedno s GR, GPX i SOD 
stvara uspješan sustav za zaštitu biljke od štetnog djelovanja ROS-a tijekom stresnih stanja u 
biljci (Mittler, 2002).  
Primarno se nalaze u citosolu, a osim citosolnih izoformi, pronaĎene su u 
kloroplastima, peroksisomima i plazma membrani (Sheehan i sur., 2001; Dixon i sur., 2009). 
Skoro sve poznate citosolne GST pojavljuju se kao homo- ili heterodimeri s podjedinicama 
molekulske mase od 23-29 kDa. Svaka podjedinica posjeduje GSH-vezno mjesto i susjedno 
elektrofilno vezno mjesto za supstrat (Anjum i sur., 2012). Stresna stanja uzrokovana 
različitim okolišnim čimbenicima na različite načine induciraju ekspresiju GST-a (Shahrtash, 
2013). Tretman kadmijem uglavnom povećava aktivnosti GST što je utvrĎeno kod više biljnih 
vrsta (Dixit i sur., 2001, Ianneli i sur., 2002; Tablica 1).   
 
Tablica 1. Utjecaj Cd na antioksidacijske enzime  kod različitih biljnih vrsta. 
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1.4. Utjecaj makro i mikronutrijenata na toksično djelovanje kadmija 
 
Za rast i razvoj biljaka pod optimalnim ili stresnim uvjetima, potrebna je ravnoteţa 
nutrijenata. Nedostatak minerala ili njihova neravnoteţa, mogu dovesti do pretjerane 
toksičnosti Cd što zatim utječe na primanje i distribuciju odreĎenih drugih elemenata u biljci. 
Kako bi spriječile negativni utjecaj Cd, biljke sprječavaju akumulaciju Cd ili pojačavaju 
mehanizme otpornosti na povišenu koncentraciju Cd. Velika toksičnost Cd moţe se smanjiti 
optimalnim količinama drugih nutrijenata, koji su u mogućnosti smanjiti akumulaciju teških 
metala i/ili inducirati odreĎene fiziološke procese u biljci (Benavides i sur., 2005). Minerali i 
nutrijenti koji induciraju odreĎene fiziološke procese za ublaţavanje toksičnog djelovanja Cd 
prikazani su u Tablici 2 i 3.  
Dodatak dušika (N) biljkama izloţenim štetnom djelovanju Cd dovodi do povećanja 
otpornosti na Cd i povećavanja fotosintetske učinkovitosti biljke. Pankovic i sur. (2000) su 
dokazali da optimalno razina N (75mM) smanjuje inhibitorni utjecaj Cd na fotosintezu kod 
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suncokreta povećavajući sadrţaj enzima Rubisco-a ili povećavajući sadrţaj topljivih proteina. 
Smanjenje toksičnosti Cd ovisi i o izvoru N. Tako primjena NH4
+
-N smanjuje koncentraciju 
Cd u listovima riţe izloţene Cd, dok NO3
-
-N povećava količinu Cd, te se zaključuje da 
izmeĎu i NH4
+
-N i Cd antagonistički odnos, a izmeĎu NO3
-
-N i Cd sinergistički odnos (Jalloh 
i sur., 2009). Tijekom izlaganja Cd biljke sintetiziraju niz metabolita kao što su prolin, GSH i 
fitokelatini koji sadrţe N, a imaju značajnu ulogu u otpornosti biljaka na stres uzrokovan Cd 
(Sharma i Dietz, 2006). Fosfor (P) neutralizira toksični učinak Cd povećanjem rasta i prinosa 
biljaka (Sarwar i sur., 2010). Dodavanje fosfatnih gnojiva smanjuje mobilnost Cd u tlu 
mijenjajući mobilni u imobilni, Cd-fosfat oblik. Drugi mehanizam djelovanja P na smanjenje 
stresa uslijed djelovanja Cd je povećanje sadrţaja GSH u biljci i sprečavanjem oštećenja 
biomembrana (Wang i sur., 2009). Poboljšanje ishrane biljaka pomoću kalija (K) sprečava 
oksidacijsko oštećenje stanica smanjujući stvaranje ROS-a tijekom fotosinteze i djelovanjem 
NADPH-oksidaze (Shen i sur., 2000).  
Sumpor (S) povećava sposobnost biljke za preţivljavanjem u okolišu zagaĎenom 
povišenim koncentracijama Cd (Wangeline i sur., 2004). Istraţivanja pokazuju kako ATP-
sulfurilaza  i serin acil-transferaze imaju vaţnu ulogu u smanjenju akumulacije Cd i 
povećavanju otpornosti biljaka  na stres uzrokovan Cd (Khan i sur., 2007; Wangeline i sur., 
2004; Howarth i sur., 2003). Anjum i suradnici (2008) utvrdili su da dodatak 40 mg Skg
-1
 u 
tlo rezultira smanjenim toksičnim djelovanjem Cd u gorušici zbog povećanja sadrţaja AsA i 
GSH u listu. Nocito i suradnici (2006) su takoĎer dokazali da S poboljšava obrambeni 
odgovor na štetno djelovanje Cd jer pomaţe u sintezi GSH i fitokelatina budući da je 
induciranje fitokelatina je jedan od glavnih načina detoksifikacije Cd (Zhang i sur., 2010). 
Kalcij (Ca) smanjuje toksičnost Cd smanjujući  njegov unos u biljku, budući da za primanje u 
biljku koriste iste transportne proteine, dok je primarna uloga magnezija (Mg) poboljšanje 
antioksidacijskog statusa biljke (Nazar i sur., 2012).  
 
Tablica 2. Utjecaj makronutrijenata na smanjenje stresa uzrokovanog Cd. 
Nutrijent Vrsta biljke 
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Povećava količinu GSH 
Khan i sur., 2009; Anjum 












Smanjuje akumulaciju Cd 
 




Smanjuje ekspresiju gena 
uključenih u prijenos Cd 
 
Chou i sur., 2011 
 
 
Cink (Zn) se prenosi pomoću ZIP skupine metalnih prijenosnika, za koje se smatra da 
su uključeni u transport Cd iz tla u stanice korijena, kao i transport iz korijena u vršne dijelove 
biljke (Krämer i sur., 2007). Dodatak Zn utječe na smanjenje stresa uslijed djelovanja Cd kod 
raznih biljnih vrsta (Tablica 3). Ţeljezo (Fe) ograničava unos i translokaciju Cd u biljci i 
povećava rast biljke, akumulaciju fotosintetskih pigmenata i intenzivira odvijanje procesa 
fotosinteze (Zornoza i sur., 2010). Selen  stvara komplekse s metalima i smanjuje dostupnost 
Cd biljkama, stoga njegova primjena smanjuje štetan utjecaj Cd na ultrastrukturu i funkciju 
kloroplasta, djelujući na aktivnost antioksidacijksih enzima (Filek i sur., 2008). Kod pšenice i 
repe koje su bile izloţene stresu zbog djelovanja Cd, Se je pozitivno utjecao na promjene u 
unosu nutrijenata, smanjio peroksidaciju lipida i pozitivno djelovao na stabilnost stanične 
membrane (Zembala i sur., 2010).  
 
Tablica 3. Utjecaj mikronutrijenata na smanjenje stresa uzrokovanog Cd. 
Nutrijent Vrsta biljke 
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Brassica chinensis 
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1.5. Cilj rada 
 
Ciljevi ovoga rada su: 
 
- utvrditi kako različite koncentracije kadmija utječu na antioksidacijski sustav kod 
dvije različite sorte ozime pšenice, te istraţiti postoji li razlika u antioksidacijskom 
odgovoru u izdanku i korijenu. 
- utvrditi kako obogaćivanje sjemenki selenom utječe na antioksidacijski odgovor 




























































U istraţivanju su korištene dvije sorte ozime pšenice (Triticum aestivum), Divana i 
Srpanjka. Uz kontrolno sjeme navedenih sorti, korištene su i sjemenke obogaćene selenom u 
procesu biofortifikacije. Sve analize obavljene su u biokemijskom laboratoriju Odjela za 
biologiju, Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.  
 
2.1.1. Priprema i sterilizacija sjemenki 
 
Za sterilizaciju korištena je otopina izosana (10g/L) i  96 % etanol. U otopinu izosana 
dodana je i otopina Tweena (1 μL/100mL). Sjemenke Divane i Srpanjke (kontrola i sjemenke 
obogaćene Se) postavljene su u 4 različite posude i ispirane 96% etanolom. Nakon ispiranja 
etanolom tretirane su 8 min otopinom izosana. Nakon toga su temeljito isprane u destiliranoj 
vodi i ostavljene u sterilnoj vodi 24 sata kako bi došlo do procesa bubrenja. Nakon 24 sata 
sjemenke su stavljene na klijanje u sterilne plastične Petrijeve zdjelice i to 50 sjemenki po 
uzorku, u 4 ponavljanja.  
Osim kontrolnih uzoraka koji su tretirani vodom, sjemenke su tretirane različitim 
koncentracijama kadmija (10, 25, 50 i 100 μM). Tijekom samoga naklijavanja, sjemenke su 
zalijevane s 15 ml otopine, te postavljene u inkubator na klijanje na temperaturi od 25 ºC. Peti 
dan klijanja, klijanci su zalijevani s još 10 ml otopine. Nakon 7 dana odreĎen je % klijavosti 
te je mjerena ukupna masa klijanaca te su pripremljeni enzimski ekstrakti. 
 
2.2. Metode rada 
 
Tijekom istraţivanja odreĎeno je: 
- Klijavost sjemenki  
- Prosječna ukupna  masa klijanaca 
- Aktivnost enzima glutation S-transferaze 
- Aktivnost enzima glutation-reduktaze 
- Aktivnost enzima katalaze 





  2.2.1. Priprema enzimskih ekstrakata 
 
 Dijelovi izdanka i korijena različitih sorti pšenice usitnjavani su u tarioniku pomoću 
tekućeg dušika uz dodatak polivinilpolipirolidina (PVP). Iz usitnjenog tkiva (200 mg), enzimi 
su ekstrahirani uz pomoć 1 mL hladnog ekstrakcijskog pufera (100 mM KH2PO4, 100 mM 
K2HPO4, 1 mM EDTA, pH 7.0) 15 minuta na ledu. Homogenati su zatim centrifugirani 15 
minuta na 20 000 g i +4 ºC. Dobiveni supernatanti smrznuti su u tekućem dušiku i  korišteni 
za spektrofotometrijsko odreĎivanje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze (APX), 
glutation-reduktaze (GR), katalaze (CAT) i glutation S-transferaze (GST). 
 
    2.2.2. OdreĎivanje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze (EC 1.11.1.11) 
 
Aktivnost enzima askorbat-peroksidaze mjerena je prema metodi koju su opisali 
Nakano i Asada (1981). Reakcijska smjesa sastojala se od 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 
=7.0), 0,1 mM EDTA, 50 mM askorbinske kiseline i 12 mM H2O2. Vodikov peroksid (10 μL) 
dodan je u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. U 820 μL reakcijske smjese dodano 
je 180 μL enzimskog ekstrakta.  Enzimska aktivnost mjerena je spektrofotometrijski pri valnoj 
duljini 290 nm u UV-kiveti svakih 10 sekundi tijekom 2 minute. Ukupna aktivnost askorbat-
peroksidaze (APX-u) izraţena je u enzimskim jedinicama (U) kao količina enzima potrebna 
za razgradnju 1 μmola askorbata u minuti pri 25 ºC i pH 7.5 po g svjeţe tvari.  
 
2.2.3. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation-reduktaze (EC 1.6.4.2) 
 
 Aktivnost glutation-reduktaze u enzimskim ekstraktima odreĎena je prema metodi koju 
su opisali Halliwel i Foyer (1978). Metoda se temelji na principu redukcije oksidiranog oblika 
glutationa (GSSG) u prisutnosti GR uz NADPH kao reducens. U UV-kivetu dodano je  400 
μL 100 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7.5) koji je sadrţavao 1 mM otopinu EDTA, 500 μL 2 
mM otopine GSSG, 50 μL enzimskog ekstrakta te 50 μL 2 mM otopine NADPH. Smanjenje 
apsorbancije, uslijed oksidacije NADPH, praćeno je pri valnoj duljini od 340 nm svakih 10 
sekundi tijekom 2 minute. Ukupna aktivnost GR izraţena je u enzimskim jedinicama (U) koje 
predstavljaju količinu enzima koji katalizira oksidaciju 1 μmola NADPH u minuti pri 25 ºC i 
pH 7.5 po g svjeţe tvari. 
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  2.2.4. OdreĎivanje aktivnosti enzima katalaze (EC 1.11.16) 
 
Aktivnost katalaze je mjerena metodom po Aebi-u (1984). Reakcijski pufer za 
mjerenje aktivnosti katalaze sastojao se od 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH=7,0) i 10 mM 
H2O2. Razgradnja H2O2 katalazom uzrokuje pad apsorbancije. Reakcija je započeta 
dodavanjem 50 μl uzorka u 1950 μl reakcijske smjese. Pad apsorbancije uslijed razgradnje 
H2O2 praćen je svakih 10 sekundi tijekom 2 minute pri valnoj duljini od 240 nm u UV-kiveti. 
Ukupna aktivnost CAT izraţena je u enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju količinu 
enzima koja katalizira razgradnju 1 μmola H2O2  u minuti pri 25 ºC i pH 7.5 po g svjeţe tvari.  
 
2.2.5. OdreĎivanje aktivnosti enzima glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) 
 
 Aktivnost glutationS-transferaze u enzimskim ekstraktima odreĎena je 
spektrofotometrijskim praćenjem nastajanja produkta reakcije konjugacije izmeĎu GSH i 1-
kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) pri 340 nm (Habig i sur., 1974; Simons i Van der Jagt, 
1977).   
 U  UV-kivetu s 1350 μL kalij-fosfatnog pufera (pH 6.5) koji je sadrţavao 1 mM EDTA, 
dodano je 50 μL 75 mM otopine GSH te 50 μL 30 mM otopine CDNB. Enzimska reakcija 
započinje dodavanjem 50 μL enzimskog ekstrakta. Porast apsorbancije, do kojeg dolazi 
uslijed stvaranja G-SDNB konjugata, mjeren je svakih 30 sekundi tijekom 5 minuta pri valnoj 
duljini od 340 nm. Jedna jedinica aktivnosti GST jednaka je količini enzima potrebnog za 
konjugaciju 1 μmola CDNB s reduciranim glutationom po minuti pri pH 6.5 i temperaturi od 
25 ºC, a izraţena je po g svjeţe tvari. 
 
2.3. Statistička obrada podataka 
 
 Statistička obrada podataka obavljena je softverskim paketima Statistica i SAS for 
Windows 9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Provedena je analiza varijance 



































3.1. Klijavosti i mase klijanaca 
 
3.1.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selenom na klijavost različitih sorti ozime pšenice 
tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija 
 
 Ukupni postotak klijavosti sjemenki sorte Divana iznosio je 89%, dok je klijavost 
sjemenki obogaćenih selenom iste sorte iznosila 90%. Kod tretmana sa otopinama Cd od 10, 
25, 50 i 100 μM ukupni postotak klijavosti kreće se od 90-94%, dok klijavost sjemenki 
obogaćenih Se iznosi od 91-97%. 
 Ukupni postotak klijavosti sjemenki sorte Srpanjka iznosi 91%, dok ukupni postotak 
klijavosti  sjemenki  Srpanjke obogaćene Se iznosi 87%. Kod tretmana sa otopinama Cd od 
10, 25, 50 i 100 μM ukupni postotak klijavosti kreće se od 89-98%, dok klijavost sjemenki 
obogaćenih Se iznosi od 92-96%. 
 Rezultati za ukupnu klijavost nisu pokazivali statistički značajne razlike. 
 
3.1.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na ukupnu masu klijanaca različitih sorti 
ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija kadmija 
 
 Tretman s 50 i 100 μM otopinom Cd uzrokovao je značajno povećanje ukupne mase 
klijanaca sorte Divana od 19%, odnosno 38% u odnosu na kontrolu, dok je kod klijanaca iste 
sorte obogaćenih Se najveće povećanje ukupne mase od 29% u odnosu na kontrolu 
zabiljeţeno pri tretmanu s najniţom koncentracijom Cd. Pri najvišoj koncentraciji Cd je 
ukupna masa klijanaca sorte Divana značajno veća kod kontrolnih biljaka u odnosu na one 
obogaćene Se (Slika 4). 
 Kod sorte Srpanjka povećanje ukupne mase klijanaca utvrĎeno je pri tretmanu 
koncentracija 10, 25 i 50 μM Cd, dok klijanci obogaćeni Se iste sorte nisu pokazali statistički 
značajnu razliku ukupne mase klijanaca u odnosu na kontrolu (Slika 4). Pri najvećoj 
koncentraciji Cd masa klijanaca obogaćenih Se sorte Srpanjka bila je značajno veća u odnosu 





Slika 4. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na ukupnu masu klijanaca različitih sorti ozime pšenice 
tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte Divana, DS-klijanci sorte 
Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci sorte Srpanjka obogaćeni Se. 
Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti označene su istim slovom i ne 
razlikuju se prema LSD testu; p<0.05.  
 
3.2. Ukupna aktivnost enzima askorbat-peroksidaze 
 
3.2.1 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima askorbat-peroksidaze u 
izdanku klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
 Tretman manjim koncentracijama Cd kod sorte Divana nije značajno utjecao na 
aktivnost enzima APX u izdanku klijanaca, dok je tretman 100 μM otopinom Cd uzrokovao 
značajno povećanje aktivnosti enzima od 38% u odnosu na kontrolne biljke. Kod klijanaca 
obogaćenih Se pri tretmanu s različitim koncentracijama Cd aktivnost enzima nije se značajno 
razlikovala od kontrolnih biljaka pri istim kncentracijama Cd (Slika 5). 
Kod sorte Srpanjka  tretman svim koncentracijama Cd nije značajno utjecao na 
aktivnost enzima APX u izdanku klijanaca u odnosu na kontrolne biljke, dok je kod klijanaca 
obogaćenih Se jedino tretman s 100 μM Cd značajno povećao aktivnost APX u izdanku 





Slika 5. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima APX u izdancima klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
 
3.2.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima askorbat-peroksidaze u 
korijenu klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
  Tretman svim koncentracijama Cd kod sorte Divana nije značajno utjecao na aktivnost 
enzima APX u korijenu klijanaca, dok je pri tretmanima s 100 μM Cd aktivnost enzima APX 
u korijenu klijanaca obogaćenih Se bila manja nego kod kontrolnih biljaka pri istoj 
koncentraciji Cd (Slika 6). 
Kod sorte Srpanjka povećanje aktivnosti enzima APX u korijenu klijanaca utvrĎeno je 
kod tretmana otopinama Cd koncentracija 10, 25 i 50 μM i to za 54%, 81% i 65% u odnosu na 
kontrolu, dok je u korijenu klijanaca iste sorte obogaćenih Se povećanje aktivnosti APX u 







Slika 6. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima APX u korijenu klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05 
 
3.3. Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze 
 
3.3.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation-reduktaze u 
izdanku klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
 U izdancima klijanaca sorte Divana značajno povećanje aktivnosti enzima GR u 
zabiljeţeno je pri svim koncentracijama Cd pri čemu je najveće povećanje aktivnosti enzima 
GR u izdancima utvrĎeno kod tretmana 100 μM Cd i iznosi 108%.  Se nije značajno utjecao 
na aktivnost GR reduktaze u izdancima sorte Divana tretiranim Cd (Slika 7). 
 Kod sorte Srpanjka takoĎer su svi tretmani Cd uzrokovali povećanje aktivnosti GR u 
izdancima klijanaca u odnosu na kontrolu. Selen nije uzrokovao značajne promjene u 
aktivnosti GR, osim pri najvećoj koncentraciji Cd kada je aktivnost GR bila manja u 





Slika 7. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima GR u izdanku klijanaca različitih sorti 
ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte Divana, 
DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci sorte 
Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
 
3.3.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation-reduktaza u 
korijenu klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
  Tretmani različitim koncentracijama Cd nisu značajno utjecali na aktivnost enzima GR 
u korijenu klijanaca sorte Divana, dok je kod klijanaca obogaćenih Se utvrĎeno značajno 
povećanje aktivnosti u odnosu na kontrolne biljke pri najvećoj koncentraciji Cd (Slika 8). 
 Kod sorte Srpanjka utvrĎeno je povećanje aktivnosti enzima GR u korijenu klijanaca 
kod tretmana s koncentracijama 25, 50 i 100 μM Cd koje iznosi 76%, 98%, odnosno 113% u 
odnosu na kontrolu, dok kod klijanaca obogaćenih Se značajno smanjenje aktivnosti GR u 










Slika 8. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima GR u korijenu  klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
 
      3.4.  Ukupna aktivnost enzima katalaze 
3.4.1. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima katalaze u izdanku 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija 
kadmija 
 
  Tretmani koncentracijama 10, 25 i 50 μM Cd  značajno su smanjili aktivnost CAT u 
izdanku klijanaca sorte Divana, dok je pri tretmanu koncentracijom 100 μM Cd aktivnost 
enzima CAT u izdanku značajno porasla za 38% u odnosu na kontrolu. Kod klijanaca 
obogaćenih Se značajno smanjenje aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu utvrĎeno je smao pri 
najvećoj koncentraciji Cd (Slika 9). 
Kod sorte Srpanjka utvrĎeno je smanjenje aktivnosti enzima CAT u izdancima 
klijanaca pri tretmanu svim koncentracijama Cd,  pri čemu Se nije značajno utjecao na 






Slika 9. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima CAT u izdancima klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
 
3.4.2 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima katalaze u korijenu 
klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija 
kadmija 
 
 Tretmani različitim koncentracijama Cd nisu značajno utjecali na aktivnost enzima 
CAT u korijenu klijanaca sorte Divana, dok je kod klijanaca obogaćenih Se značajno 
povećanje od aktivnosti u odnosu na kontrolu zabiljeţeno kod 25, 50 i 100 μM Cd  (Slika 10). 
 Kod sorte Srpanjka utvrĎeno je značajno povećanje aktivnosti enzima CAT u korijenu 
klijanaca od 57% u odnosu na kontrolu kod tretmana otopinom Cd koncentracije 100 μM, dok   









Slika 10. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima CAT u korijenu  klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05. 
 
3.5. Ukupna aktivnost enzima glutation S-transferaze 
 
3.5.1 Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation S-transferaze 
u izdanku klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
  Kod sorte Divana do povećanja aktivnosti enzima GST u izdancima klijanaca dolazi 
kod tretmana 10, 50 i 100 μM Cd, a kod klijanaca obogaćenih Se veće aktivnosti CAT u 
odnosu na kontrolne biljke utvrĎene su samo pri 25 μM Cd (Slika 11). 
 Tretman s 10, 25 i 50 uzrokovao je značajno povećanje aktivnosti enzima GST u 
izdanku sorte Srpanjka, dok tretman sa 100 μM Cd nije uzrokovao značajno povećanje 
aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu. Obogaćivanje sjemenki sorte Srpanjka Se nije 








Slika 11. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima GST u izdanku  klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 
označene su istim slovom i ne razlikuju se prema LSD testu; p<0.05 
 
3.5.2. Utjecaj obogaćivanja sjemenki selena na aktivnost enzima glutation S-transferaze 
u korijenu klijanaca različitih sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih 
koncentracija kadmija 
 
 Kod sorte Divana povećanje aktivnosti enzima GST u korijenu klijanaca utvrĎeno je 
kod tretmana 10, 25 i 50 μM Cd i to za 65%, 101% i 114% u odnosu na kontrolu, dok tretman 
sa 100 μM Cd nije značajno utjecao na aktivnost GST. Obogaćivanje sjemenki sorte Divana 
Se nije značajno utjecalo na aktivnost GST u korijenu klijanaca tretiranih Cd (Slika 12). 
 Isti trend povećanja aktivnosti uslijed tretmana Cd utvrĎen je i u korijenu klijanaca 
sorte Srpanjka i to za 94%,  128% i 93% u odnosu na kontrolu. TakoĎer, obogaćivanje 
sjemenki sorte Srpanjka Se nije značajno utjecalo na aktivnost GST u korijenu klijanaca 








Slika 12. Utjecaj obogaćivanja sjemenki Se na aktivnost enzima GST u korijenu  klijanaca različitih 
sorti ozime pšenice tretiranih otopinama različitih koncentracija Cd. DK-kontrolni klijanci sorte 
Divana, DS-klijanci sorte Divana obogaćeni Se; SK- kontrolni klijanci sorte Srpanjka, SS- klijanci 
sorte Srpanjka obogaćeni Se. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. Prosječne vrijednosti 



























































 Kadmij često ograničava produktivnost usjeva širom svijeta jer se akumulira u biljnim 
organima i negativno utječe na osnovne fiziološke procese u biljkama (Gill i sur., 2011). 
Akumulacija Cd u korijenu i listovima ovisi o vezanju Cd na izvanstanični matriks i 
učinkovitosti transporta izmeĎu različitih biljnih dijelova. Izlaganje povećanim 
koncentracijama Cd dovodi do inhibicije rasta, poremećaja unosa minerala i redoks sustava 
stanice te stimulacije sekundarnog metabolizma što u konačnici moţe dovesti do smrti stanice 
(Schützendübel i Polle, 2002; Hasan i sur., 2009; Zembala i sur., 2010).  
 Toksični učinci Cd na morfološke i fiziološke procese u biljkama su intenzivno 
proučavani na različitim vrstama biljaka ili različitim kultivarima iste biljne vrste (Sanita di 
Toppi i Gabbrielli, 1999; Wu i sur., 2007; Ekmekçi i sur., 2008) pri čemu sam genotip 
značajno utječe na odgovor biljaka.  
Klijanje sjemena i mladi klijanci su osjetljiviji na stres uzrokovan teškim metalima jer  
obrambeni mehanizmi još uvijek nisu dovoljno razvijeni, a osjetljivost mladih biljaka se 
povezuje i s propustljivosti sjemene lupine prema metalnim ionima (Liu i sur., 2005). 
TakoĎer, tretman Cd značajno smanjuje aktivnost amilaze što moţe biti uzrok smanjenja 
klijavosti sjemenki (Amirjani, 2012) budući da je proces razgradnje škroba neophodan u 
samom procesu klijanja (Juliano i Varner, 1969). Jedan od mogućih razloga smanjenja 
klijavosti uslijed djelovanja Cd je i inhibicija diobe stanica i elongacijskog rasta stanica koji 
se uglavnom dogaĎa zbog inhibicije protonske pumpe odgovorne za taj proces (Aidid i 
Okamoto, 1993). 
 U ovom istraţivanju tretman Cd nije uzrokovao značajne promjene u klijavosti 
sjemenki obje sorte pšenice, štoviše  tretman s 50 i 100 μM otopinom Cd uzrokovao je 
značajno povećanje ukupne mase klijanaca sorte Divana za 19%, odnosno za 38% u odnosu 
na kontrolu, dok kod sorte  Srpanjka tretman Cd nije značajno utjecao na ukupnu masu 
klijanaca (Slika 4). Amirjani (2012) je utvrdila da izlaganje pšenice povećanim 
koncentracijama CdCl2 tijekom 7 dana smanjuje klijavost sjemena, masu klijanaca i 
elongaciju korijena i izdanaka. Iako se Cd smatra visoko toksičnim elementom koji u visokim 
koncentracijama ima negativan utjecaj na rast i razvoj biljaka (Maksymiec i sur., 2007), kod 
riţe, soje i ječma utvrĎeni su i pozitivni učinci niskih koncentracija Cd na rast biljaka. 
Stimulacijski učinak Cd  na rast pšenice utvrdili su  Lin i suradnici (2007) pri čemu je svjeţa 
masa korijena i izdanaka  porasla za 18,5–44,5% odnosno 25,4–67,9%, dok je duljina 
izdanaka porasla za 0,2–17,7% u odnosu na kontrolu.  Stolt i suradnici (2003) su utvrdili da 
tretman niţim koncentracijama Cd poboljšava rast pšenice, dok veće koncentracije Cd dovode 
do inhibicije rasta. Pozitivan utjecaj niţih koncentracija teških metala (Cu, Cd i Zn) na 
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klijavost biljke Linum usitatissimum utvrdili su Kavuličova i suradnici (2012). Pozitivni 
učinci Cd i općenito teških metala na rast biljaka su slabo obrazloţeni u literaturi i mehanizmi 
nisu još uvijek razjašnjeni. Učinak se često povezuje sa hormetičkim učinkom (Aina i sur., 
2007).  TakoĎer, utjecaj Cd na masu klijanaca pšenice ovisi o samoj sorti pšenice što je 
dobiveno u ovom istraţivanju, a sličan rezultat su u svom istraţivanju utvrdili i Ci i suradnici 
(2009).  
Obogaćivanje sjemenki Se nije značajno utjecalo na ukupnu masu klijanaca sorte 
Divana u ovom istraţivanju, dok je Se značajno povećao ukupnu masu klijanaca sorte 
Srpanjka (Slika 4). Pri najvećoj koncentraciji Cd masa klijanaca obogaćenih Se sorte Srpanjka 
bila je značajno veća u odnosu na klijance kontrolnih biljaka iste sorte, dok je ukupna masa 
klijanca obogaćenih Se sorte Divana pri istoj koncentraciji Cd bila značajno manja (Slika 4) 
što ukazuje da je pozitivno djelovanje Se na masu klijanaca pri tretmanu Cd sortno specifično. 
Selen nije esencijalan za više biljke (Terry i sur., 2000), ali istraţivanja potvrĎuju kako u 
malim koncentracijama Se ima pozitivne učinke na biljku, uključujući poticanje rasta biljke 
(Hartikainen i Xue, 2000; Terry i sur., 2000; Turakainen i sur., 2004). Pennanen i suradnici 
(2002) te Xue i suradnici (2001) smatraju da Se moţe poticati rast kao rezultat povećane 
akumulacije škroba u kloroplastima. Chen i suradnici (2014) utvrdili su da Se(VI) stimulira 
rast riţe i povećava suhu masu korijenu i izdanaka kod biljaka koje su izlagane Cd budući da 
Se blokira translokaciju Cd i time smanjuje njegovu toksičnost kod klijanaca riţe. Pozitivan 
učinak Se na rast utvrĎen je i kod ostalih biljnih vrsta kao što su Chenopodium album  
(Dhillon i Dhillon, 2009), pšenica (Yao i sur. (2009) i salata (Ramos i sur., 2011). Pozitivan 
učinak Se na rast biljaka tretiranih Cd povezuje se s ulogom Se u unosu nutrijenata (Shanker i 
sur., 1996), stomatalnoj regulaciji (Djanaguiraman i sur., 2010) i povećanju fotosintetske 
učinkovitosti (Malik i sur., 2012). Uloga Se u smanjenju toksičnosti teških metala i povećanju 
mase biljke ovisi o ionskoj obliku primijenjenog Se, njegovoj koncentraciji te vrsti biljke 
(Liang i sur., 2012). 
Oksidacijski stres rezultat je neravnoteţe u proizvodnji ROS-a i aktivaciji mehanizama 
antioksidacijskog odgovora (Gratão i sur., 2005). Akumulacija Cd povezana je s pojačanom 
proizvodnjom  H2O2 u biljnim stanicama te u staničnim kulturama (Olmos i sur., 2003). Kao 
odgovor na oksidacijski stres uzrokovan  teškim  metalima, biljne stanice su razvile 
antioksidacijske mehanizme uključene u detoksifikaciju ROS-a (Mishra i sur., 2006; Verma i 
Dubey, 2003). Ovisno o koncentraciji, Cd moţe inhibirati ili stimulirati aktivnost odreĎenih 
antioksidacijskih enzima prije pojave vidljivih simptoma toksičnosti (Correa i sur., 2006). U 
nodulima i korijenu soje, manje koncentracije Cd (50 µM) potiču antioksidacijski odgovor, 
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dok umjerene (100 µM) i velike koncentracije Cd (200 µM) uzrokuju oksidacijski stres 
(Balestrasse i sur., 2001).  
APX, enzim askorbat-glutationskog ciklusa (zajedno s GR), smješten je uglavnom u 
kloroplastima i citoplazmi i uključen u kontroliranje redoks stanja stanice, osobito kada je 
stanica izloţena teškim metalima (Singh i sur. 2010). U ovom istraţivanju je tretman samo 
najvećom koncentracijom Cd uzrokovao povećanje aktivnosti APX u izdanku sorte Divana, 
dok je u izdanku sorte Srpanjka izostao učinak Cd na aktivnost APX (Slika 5). U korijenu  
Srpanjke tretman Cd je, osim najveće koncentracije, povećao aktivnosti APX, dok je kod sorte 
Divana taj učinak izostao (Slika 6). U istraţivanju Yilmaz i Parlak (2011) tretman Cd inducira 
aktivnost APX u Groenlandia densa te je taj rast proporcionalan s rastom koncentracije Cd. U 
korijenu graška, Cd je snaţno stimulirao APX aktivnost uglavnom pri većim Cd 
koncentracijama (Chaoui i sur., 2004; Dixit i sur., 2001). Aktivnost APX porasla je  kod 
graha, boba i uročnjaka tretiranih sa Cd (Chaoui i sur., 1997; Ünyayar i sur., 2010; 
Drazkiewicz i sur., 2003). TakoĎer, povećana APX aktivnost pod Cd stresom utvrĎena je kod 
vrste Brassica  juncea (Mobin i Khan i sur., 2007), vrste Triticum aestivum (Khan i sur., 2006) 
i Vigna mugo (Singh i sur., 2008). Kovácik i sur. (2009) su utvrdili da je kod kamilice 
aktivnost APX porasla samo u korijenu pri tretmanu 120 mM Cd, dok koncentracija 60 mM 
nije utjecala na aktivnost enzima. Kao primarno mjesto i uloga APX navode se kloroplasti, 
odnosno hvatanje i uklanjanje H2O2 nastalog tijekom fotosinteze (Nakano i Asada 1981; 
Mittler i Zilinskas 1991). Pošto su klijanci u ovom istraţivanju uzgajani u uvjetima tame i nije 
bilo odvijanja fotosinteze, manje aktivnosti APX su očekivani rezultati.  
Kao komponenta AsA-GSH puta, GR igra vaţnu ulogu u detoksifikaciji ROS-a, 
regeneraciji glutationa i pridonosi toleranciji biljaka na abiotički stres (Gill i Anjum, 2013). 
GR odrţava koncentraciju staničnog reduciranog glutationa katalizirajući redukciju GSSG u 
GSH oksidacijom NADPH (Anjum i sur., 2010; Contour-Ansel i sur., 2006). Kada je biljni 
organizam izloţen niskim koncentracijama Cd, unutarstanični GSH se brzo troši zbog 
indukcije sintezu fitokelatina i/ili aktivacije enzima koji koriste GSH (Schützendübel i sur., 
2002; Corticeiro i sur., 2006).  
U našem istraţivanju tretman svim koncentracijama Cd dovodi do značajnog 
povećanja aktivnosti GR u izdancima obje sorte (Slika 7) pri čemu je najveće povećanje od 
108% kod sorte Divana i 92% kod sorte Srpanjka utvrĎeno pri najvećoj koncentraciji Cd. S 
druge strane u korijenu je do povećanja aktivnosti GR u odnosu na kontrolu došlo samo kod 
sorte Srpanjka i to pri većim koncentracijama Cd (Slika 6), dok se u korijenu sorte Divana 
aktivnost GR nije promijenila. Povećanje GR aktivnosti kao posljedica izlaganja Cd utvrĎena 
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je kod vrste Brassica juncea (Qadir i sur., 2004), vrste Phaseolus vulgaris (Smeets i sur., 
2005) i vrste Bacopa monnieri L. (Mishra i sur., 2006). Yannarelli i suradnici (2007) su 
zaključili da je indukcija GR izoformi i povećana GR aktivnost u korijenu pšenice zaštitila 
biljku od oksidacijskog stresa uzrokovanog Cd. Isti autori su utvrdili da Cd različito utječe na 
aktivnost enzima GR i izoforme u listovima i korijenu pšenice, gdje listovi nisu pokazali 
promjene u aktivnosti GR. Slične rezultate dobili su Dixit i suradnici (2001) koji su utvrdili da 
GR ima veću aktivnost u korijenu graška nego u listovima tijekom tretmana Cd. Pretpostavlja 
se kako GSH, GSSG ili promjena omjera GSH i GSSG moţe djelovati kao signal za 
aktivaciju i ekspresiju odgovornih gena i biti okidač za sintezu enzima GR u stresnim 
situacijama. U listovima pšenice tijekom tretmana Cd dokazana je postojanost dviju različitih 
izoformi GR (Yannarelli i sur., 2007). Autori smatraju da različita vremenska aktivacija i 
indukcija različitih izoformi enzima moţe rezultirati modifikacijom ukupne GR aktivnosti, te 
rezultirati većim stupnjem recikliranja glutationa tijekom duţeg perioda stresa, no 
potvrĎivanje ove hipoteze zahtijeva dodatna istraţivanja. 
Selen je pri najvećoj koncentraciji Cd povećao aktivnost APX u korijenu i izdanku 
sorte Srpanjka u odnosu na kontrolne biljke pri istoj koncentraciji Cd, dok je kod sorte Divana 
taj učinak izostao u izdancima, a u korijenu Se obogaćenih klijanaca je aktivnost GR bila 
manja nego kod kontrolnih biljaka (Slike 5 i 6). Suprotno tomu, Se je kod sorte Srpanjka pri 
100 µmol Cd smanjio aktivnosti GR i u korijenu i u izdanku, dok je kod sorte Divana povećao 
aktivnost GR u korijenu u odnosu na kontrolne biljke pri istoj koncentraciji Cd (Slika 5 i 6). 
Do sada je napravljen vrlo mali broj istraţivanja o utjecaju Se na aktivnosti enzima uključenih 
u AsA-GSH ciklus. Lin i suradnici (2012) utvrdili su da je tretman Se povećao APX u listu 
riţe tek nakon 15 d tretmana 50 µmol otopinom CdCl2  odnosu na biljke tretirane samo Cd , 
dok nije djelovao na aktivnost APX u korijenu riţe. Poboljšanje aktivnosti GR i APX zbog 
predtretmana Se u listovima klijanaca suncokreta tretiranih 20 µmol otopinom Cd utvrdili su 
Saidi i suradnici (2014) te aktivnosti APX u korijenu klijanaca kukuruza (Sun i sur., 2013). U 
ovom istraţivanju pozitivan učinak Se na aktivnost enzima AsA-GSH ciklusa je bio sortno 
specifičan  te je različit odgovor utvrĎen u izdanku i korijenu klijanaca. Razlike u odgovoru 
aktivnosti ova dva enzima takoĎer se mogu objasniti različitim mehanizmima njihove 
stimulacije budući da APX aktivira H2O2, a GR jasmonska kiselina  (Xiang i Oliver, 1998). 
Katalaza je oksidoreduktaza koja uklanja H2O2 i jedan je od ključnih enzima zaduţenih 
za uklanjanje toksičnih peroksida (Shah i sur., 2001). Pojačano stvaranje H2O2 u 
kloroplastima i drugim staničnim dijelovima u apoplastu pristuno je kada je biljka izloţena 
stresnim uvjetima (Foyer i sur., 1997). U biljkama izloţenima toksičnim koncentracijama 
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teških metala kao što su Cu, Pb, Zn, Cd zabiljeţeno je povećanje aktivnosti CAT (Prasad i sur. 
1999; Vos i Shat 1991). U ovom istraţivanju aktivnost CAT u izdancima obje sorte bila je 
inhibirana pri tretmanu Cd, osim pri najvećoj koncentraciji Cd koja je uzrokovala povećanje 
aktivnosti CAT kod sorte Divana za 38% (Slika 9). U korijenu sorte Divana aktivnost CAT se 
nije mijenjala pod utjecajem tretmana Cd, dok je kod sorte Srpanjka pri tretmanu sa 100 µmol 
Cd porasla za 57% u odnosu na kontrolne biljke koje nisu bile tretirane Cd (Slika 10). 
Romero-Puertas i suradnici (2007) pokazali su da tretman Cd uzrokuje redukciju aktivnosti 
CAT u listovima graška, ali istovremeno uzrokuje indukciju CAT transkripata. Stoga oni 
smatraju da Cd uzrokuje posttranslacijske modifikacije CAT. To povećanje u sadrţaju mRNA 
za CAT moţe biti inducirano povećanim koncentracijama H2O2 do kojeg dolazi u listovima u 
uvjetima povećane koncentracije Cd (Romero-Puertas i sur., 2004). TakoĎer, smanjenje 
aktivnosti CAT moţe se pripisati i inhibiciji sinteze tog enzima budući da neki teški metali 
mogu zamijeniti Fe u hem skupini CAT što moţe utjecati na njenu aktivnost (Das i sur., 1978; 
Siedlecka i Krupa 1999). Aktivnost CAT usko je povezana s otpornošću biljaka na povećane 
koncentracije Cd i moţe posluţiti kao biološki indikator toksičnosti Cd u pšenici zbog njezine 
velike osjetljivosti (Ci i sur., 2009).  
Obogaćivanje sjemenki obje sorte Se značajno je povećalo aktivnosti CAT u korijenu 
sorte Divana pri većim koncentracijama Se i korijenu sorte Srpanjka pri najvećoj 
koncentraciji Cd (Slika 10). Kod sorte Divana aktivnosti CAT kod klijanaca obogaćenih Se je 
porasla za 226% , a kod sorte Srpanjka za 178% pri najvećoj koncentraciji Cd u odnosu na 
kontrolu. Do sličnih rezultata pozitivnog djelovanja Se na smanjenje toksičnog učinka Cd 
dobili su Saidi i suradnici (2014) kod klijanaca suncokreta. S druge strane, Filek i suradnici 
(2008) utvrdili su da Se u kombinaciji s Cd značajno smanjuje aktivnost CAT i u nadzemnim 
dijelovima i u korijenu klijanaca uljane repice.   
Glutation-S-transferaze su velika skupina enzima koja katalizira konjugaciju 
elektrofilnih ksenobiotika sa tripeptidom glutationom (Dixon i sur., 2010), a dokazana je 
njihova uloga u odgovoru biljaka na biotički i abiotički stres, djelovanje hormona i razvojne 
promjene (Dixon i sur., 2002; Frova, 2006; Moons, 2005). Osim poznatih funkcija u 
metabolizmu herbicida i detoksifikaciji ksenobiotika, pokazalo se da izloţenost teškim 
metalima takoĎer moţe inducirati GST kod različitih vrsta (Anjum i sur., 2012; Tamás i sur., 
2008). Aktivnost GST, kao stabilniji i učinkovitiji odgovor, se inducira u uvjetima pojačanog 
oksidacijskog stresa  kada se bazalni antioksidacijski enzimi iscrpe (Hossain i sur., 2010). 
Chun-hua i Ying (2008) utvrdili su kako je GST uključena u stvaranje GSH-Cd kompleksa, 
čime se smanjuje koncentracija slobodnog Cd u stanicama i tako umanjuje njegovo toksično 
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djelovanje. TakoĎer, GST moţe funkcionirati i kao glutation-peroksidaza te sudjelovati u 
uklanjanju H2O2 (Marrs, 1996). 
 U ovom istraţivanju u izdancima obje sorte utvrĎeno je povećanje aktivnosti GST pri 
manjim koncentracijama Cd, pri čemu je najveći porast aktivnosti bio pri tretmanu s 10 µmol 
Cd (Slika 11). Isti trend povećanja aktivnosti GST utvrĎen je i u korijenu obje sorte pšenice, 
pri čemu pri najvišoj koncentraciji Cd aktivnosti GST nisu se značajno razlikovale od 
kontrolnih vrijednosti (Slika 12). Samo obogaćivanje sjemenki Se nije značajno utjecalo na 
promjenu u aktivnosti GST u klijancima obje sorte pšenice tretiranih Cd (Slike 11 i 12). 
UtvrĎeno je da izloţenost kadmiju uzrokuje povećanu aktivnost GST u listovima zlatnog 
graha (Vigna radiata) (Hossain i sur., 2010). Haluškova i sur. (2009) u svojem istraţivanju 
pokazali su da povećana aktivnost GST kod ječma (Hordeum vulgare) moţe biti inducirana 
različitim metalima (Singh i sur., 2010), te navode da je GST uključena u kontroliranje redoks 
stanja stanice. Hana i sur. (2008) utvrdili su povećanje GST aktivnosti u korijenu klijanaca 
rajčice i to pri tretmanu manjim koncentracijama Cd (20-40 μM), dok je pri višim 
koncentracijama Cd (100 µM) aktivnost GST bila inhibirana što se podudara s našim 
rezultatima.  
 Iako je poznato da Se vraća u ravnoteţu oksidacijska oštećenja uzrokovana Cd, sam 
molekularni mehanizam odgovoran za interakcije izmeĎu Cd i Se još uvijek nije u potpunosti 
razjašnjen, a novija istraţivanja govore kako meĎusobne interakcije ovise o istraţivanoj vrsti 



















































- Tretman najvećom koncentracijom kadmija značajno je povećao ukupnu masu 
klijanaca pšenice sorte Divana, no nije značajno utjecao na ukupnu masu klijanaca 
sorte Srpanjka. Obogaćivanje sjemenki selenom nije značajno utjecalo na ukupnu 
masu klijanaca sorte Divana tretiranih najvećom koncentracijom kadmija, dok je 
značajno povećao ukupnu masu klijanaca sorte Srpanjka.  
- Tretman kadmijem uzrokovao je promjene aktivnosti enzima askorbat-
glutationskog ciklusa u klijancima pšenice pri čemu je taj odgovor ovisio o 
koncentraciji kadmija, sorti pšenice i vrsti biljnog organa. 
- Tretman manjim koncentracijama kadmija značajno je povećao aktivnost glutation 
S-transferaze kod obje sorte pšenice, dok obogaćivanje selenom nije značajno 
utjecalo na aktivnost tog enzima. 
- Tretman manjim koncentracijama kadmija uzrokovao je inhibiciju aktivnosti 
katalaze u izdancima obje sorte pšenice, dok se aktivnost u korijenu nije značajno 
promijenila. Obogaćivanje sjemenki selenom značajno je povećalo aktivnosti 
katalaze u korijenu klijanaca obje sorte pšenice tretiranih najvećom 
koncentracijom kadmija.  
- Aktivnost katalaze biološki je pokazatelj otpornosti pšenice na toksično djelovanje 
kadmija,  stoga  obogaćivanje sjemenki pšenice selenom moţe biti vrlo uspješna 
metoda povećanja otpornosti pšenice na oksidacijski stres uzrokovan kadmijem. 
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